杀伤细胞免疫球蛋白样受体(killer cell immnoglobulin like receptor, KIR)属于免疫球蛋白样超家族的一系列分子，存在于人NK细胞和部分T细胞表面。KIR包括抑制型(iKIR)和激活型受体(aKIR)[@b1]--[@b2]。人KIR基因多态性十分丰富，目前发现的主要有15种KIR基因表达，AA和B/X两种单体型。2DS4基因是AA单体型唯一的激活性KIR基因，该基因可以在5号外显子缺失22 bp片段，产生变异体KIR1D，导致了框架移位，变异体的2DS4蛋白不能锚定在细胞膜上，从而导致激活性信号不能传递[@b3]。之前报道认为供体单体型AA的移植预后较供体B/X单体型的差[@b4]，有研究报道变异体KIR1D与一些感染性或自身免疫性疾病相关，是否变异体KIR1D在移植后也起到一定作用？本研究我们选取了供体为AA单体型的患者为研究对象，初步探讨了KIR2DS4基因及其变异体KIR1D对同胞全相合造血干细胞移植预后的影响。

病例和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：2005年10月至2014年4月在苏州大学附属第一医院行同胞全相合造血干细胞移植的267对供受者中，筛选出165例供者为AA单体型的患者，其中男91例，女74例，中位年龄39(8\~62)岁。急性髓系白血病(AML)75例，急性淋巴细胞白血病(ALL)32例，慢性髓性白血病(CML)16例，重型再生障碍性贫血(SAA)17例，杂合性白血病(HAL)1例，骨髓增生异常综合征(MDS)19例，浆细胞白血病1例，淋巴瘤白血病4例。

2．移植物抗宿主病(GVHD)预防方案：甲氨蝶呤(MTX)第1天15 mg/m^2^，第3天10 mg/m^2^，第6天10 mg/m^2^，第11天10 mg/m^2^；环孢素(CsA) 3 mg·kg^−1^·d^−1^，−10 d起。

3．随访时间：2005年10月至2014年4月，中位随访17.4(0.4\~96.6)个月。

4．标本收集：移植前收集5 ml供受者外周血用于KIR基因，移植后定期检查外周血或骨髓嵌合度STR。

5．KIR基因分型方法：采用序列特异性引物聚合酶链反应(PCR-SSP)进行基因分型。扩增条件：95 °C预变性5 min，95 °C变性30 s, 68 °C退火30 s, 72 °C延伸90 s, 30个循环。KIR单体型分型：①A单体型：以抑制性KIR (iKIR)为主，仅有唯一的激活性KIR为KIR2DS4，KIR2DS4可进一步分为KIR2DS4 (full)和2DS4 (del)两组亚型，两者可同时存在，A单体型根据2DS4是否存在变异体可进一步分为2DS4+1D+ (杂合子)、2DS4+1D−(含2个2DS4等位基因)和2DS4−1D+ (含2个KIR1D等位基因)3组；②B单体型：包含多种aKIR(KIR2DS1、KIR2DS2、KIR2DS3、KIR2DS5、KIR3DS1)的不同组合。只要有B单体型存在，称为B/X单体型；如果有B单体型同时还存在KIR2DS4基因，称为AB单体型。

6．嵌合状态检测：移植后造血重建起开始检测受者STR。用QIAGAN blood mini kit试剂盒提取样本基因组DNA，扩增15个STR位点及XY染色体上的1个Amlogenin标志物，对PCR产物进行毛细管电泳，由软件根据产物的荧光强度确定供受体的峰面积，然后计算供体峰面积占总面积的比例即STR，当嵌合率STR\>95％时，称为完全嵌合状态[@b5]。

7．统计学处理：数据采用SPSS 17.0统计软件处理，率的比较采用卡方检验，数值资料的比较采用秩和检验。

结果 {#s2}
====

1．KIR基因分型以及患者基本情况：165例KIR分型为AA的供者中，有91例为2DS4+1D−，58例为2DS4+1D+，16例为2DS4−1D+。在＋30 d左右检测患者的KIR分型，除2例早期死亡外，其余患者均转换为供者KIR分型。根据供者KIR分型将对应的患者分为3组，分析3组患者的年龄、性别、血型、疾病类型、高危状态、预处理方案、干细胞来源等一般资料及移植方式，3组的构成比差异无统计学意义(*P*\>0.05)。

2．2DS4基因及其变异体KIR1D与植入：163例患者可评估植入，粒系重建中位时间为12(7\~22) d, 2DS4+1D−组粒系重建中位时间为12(7\~17) d, 2DS4+1D+组粒系重建中位时间为12(10\~22) d, 2DS4−1D＋组粒系重建中位时间为12(8\~14) d, 3组之间两两比较差异无统计学意义(*P*\>0.05)。血小板重建中位时间为14(8\~35)d，2DS4+1D−组血小板重建中位时间为13.5(8\~35) d，2DS4+1D＋组血小板重建中位时间为14(10\~33)d，2DS4−1D＋组血小板重建中位时间为13.5(11\~29) d, 3组之间两两比较差异无统计学意义(*P*\>0.05)。在移植后1个月检测患者STR，均达到了完全嵌合状态。

3．2DS4基因及其变异体KIR1D与急慢性GVHD的关系：164例患者可以评估aGVHD，2DS4+1D+、2DS4+1D−和2DS4−1D＋组100 d内累计Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD分别为52.85%、8.88％和63.54%，差异无统计学意义(*P*=0.087)。3组100 d内累计Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD分别为28.94%、14.44％和44.44%，差异有统计学意义(*P*=0.016)。多因素分析2DS4−1D＋单体型是Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD的独立危险因素(*HR*=4.221, 95%*CI* 1.470\~12.124，*P*=0.007)。在可评估cGVHD的141例患者中，累计cGVHD的发生率为45.15%、38.61％和38.71 % (*P*=0.899)。多因素分析未发现影响cGVHD的因素。

4．2DS4基因及其变异体KIR1D与复发、移植相关死亡率的关系：随访期内有33例患者复发，2DS4+1D−、2DS4+ 1D＋和2DS4−1D＋组3年累计复发率分别为21.41%、35.06%和39.42%(*P*=0.206)。多因素分析疾病的危险状态是影响复发的独立危险因素(*HR*=8.902，95%*CI* 3.315\~23.910，*P*\<0.001)，随访期内30例患者为移植相关死亡，3组累计移植相关死亡率分别为23.87%、26.71％和40.00%，差异无统计学意义(*P*=0.556)。

5．2DS4基因及其变异体KIR1D与生存的关系：所有患者中位随访时间17.4个月，在随访期内51例患者死亡，3年总生存(OS)率为59.0 %，2DS4+1D−、2DS4+1D＋和2DS4−1D＋组3年OS率分别为67.86%、49.51％和42.96%，差异无统计学意义(*P*=0.184)。单独观察3组1年内的OS率分别为81.17%、80.25％和80.00%，差异无统计学意义(*P*=0.986)。1年以后3组的OS率分别为83.60%、61.69％和53.69%，2DS4+1D−组的生存明显优于其他两组，差异有统计学意义(*P*=0.036)。2DS4+1D−、2DS4+1D＋和2DS4−1D＋组的无病生存率分别58.45%、48.27％和31.25%(*P*=0.105)。在高危组患者中，3年无病生存率分别为51.06%、34.01％和0，差异有统计学意义(*P*=0.031)。

讨论 {#s3}
====

造血干细胞移植后NK细胞是最早重建的免疫细胞[@b6]。其表面受体分子通过与靶细胞表面的MHC-Ⅰ类分子结合传导激活或抑制性信号，介导重要的免疫过程，在移植早期免疫重建过程中起到重要作用。据报道，KIR2DS4的配体种类较多，包括经典的HLA-A类和HLA-C类分子，还有某些非MHC-Ⅰ类分子，具体作用机制尚不明确[@b7]--[@b8]。之前我们研究组报道KIRAA单体型是我国重要的单体型，一半以上的患者是KIRAA单体型[@b9]。2DS4是KIRAA单体型唯一的激活性受体，而KIR1D是2DS4的变异体，KIR1D在KIRAA单体型移植中是否起到一定作用，目前尚未见大样本的报道。

我们选取了遗传背景相对单一的同胞全相合移植患者作为研究对象，筛选出所有供者为AA单体型的患者，移植后所有存活患者嵌合度都达到了完全嵌合，我们对患者移植后KIR基因再次进行检测，证实所有患者的KIR基因型均转变为了供者的KIR基因型。因此供者KIR基因型对移植后NK细胞免疫起到一定作用。

之前报道激活性KIR与移植后植入、复发和生存均有关[@b10]--[@b13]。本研究我们未发现KIR2DS4基因及其变异体与粒系和巨核系植入有关。有报道认为供体aKIR可能是影响aGVHD的重要标志[@b12]。在KIRAA单体型的移植中，我们发现2DS4−1D＋单体型是重度aGVHD的独立危险因素，供者2DS4−1D＋可以提高Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD的发生。一直都认为急性GVHD是T细胞介导的疾病，IFN-γ的产生与aGVHD密切相关，近年来报道认为NK细胞在KIR受者重建过程中调控着IFN-γ的产生[@b14]--[@b15]。是否KIR2DS4基因及其变异体调控了移植早期NK细胞干扰素的分泌，导致3组移植后aGVHD的发生，有待进一步的体外实验证实。本研究我们未发现AA单体型的差异对慢性GVHD的影响。

我们虽然未发现3组移植后复发和移植相关死亡率的统计学差异，但是我们明显可以看到2D4−1D＋组的复发率和移植相关死亡率要高很多，可能2DS4−1D＋组患者病例数太少，导致无统计学意义，我们将扩大病例，继续观察其对复发和移植相关死亡的影响。我们的研究也证实疾病的高危状态仍然是复发的独立因素。

有报道认为单体型B可以明显改善移植预后[@b9],[@b12],[@b16]，但是也有相反的报道[@b17]。因此我们认为AA单体型移植预后存在一定的异质性。我们的结果可以看到2DS4+1D−组的生存情况要好于其他两组，2DS4−1D＋组的生存情况最差，特别是在高危组患者，2DS4−1D＋组所有高危患者均死于GVHD或复发。我们也发现2DS4+1D−组的aGVHD发生率比2DS4+1D＋高，重度aGVHD并没有影响预后，尤其是高危组的患者。因此我们猜测是否2DS4+1D−组高的aGVHD导致了GVL作用，我们的结果中也显示2DS4+1D−组的复发最低，但是由于病例数的原因导致差异无统计学意义。

综上所述，KIR2DS4和其变异体KIR1D与同胞全相合移植预后密切相关，KIR1D变异体的分类可能对选择更好的供者起到一定的作用。
